1. Streszczenie w jezyku polskim

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ASD) to grupa heterogennych zaburzen
neurorozwojowych dotykajacych okoto 1% $wiatowej populacji. Osoby z ASD maja trudnosci
w komunikacji spotecznej oraz wykazuja powtarzalne wzorce zachowan. Etiologia ASD jest
zlozona i1 obejmuje zaro6wno czynniki srodowiskowe, jak i genetyczne. Prenatalna ekspozycja
na leki, np. walproinian sodu, jest jednym z czynnikdw ryzyka. Podtoze genetyczne mozna
zidentyfikowa¢ u 10-30% oséb z ASD; wigkszo$¢ zwigzanych z nim genéw wptywa na
strukturg 1 funkcje synaps oraz szlaki sygnalizacji neuronalnej. Jednym z najczgstszych
zaburzen jednogenowych powigzanych z ASD jest stwardnienie guzowate (TSC),
spowodowane mutacjg genow TSC1 lub TSC2, ktore hamujg aktywnos$¢ kinazy mTOR. U 26-
50% pacjentow z TSC wystepuja objawy behawioralne charakterystyczne dla ASD. Szlak
mTOR reguluje translacje 1 biosynteze bialek oraz autofagieg; jego zaburzenia moga prowadzi¢
do nieprawidlowosci w ekspresji biatek synaptycznych oraz receptoréw, co moze powodowac
objawy ASD.

Sygnalizacja purynergiczna, zalezna od zewnatrzkomorkowych nukleotydow, odgrywa
kluczowa role w regulacji struktury i funkcji synaps. W osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN), ATP i adenozyna sg uwalniane z komoérek neuronalnych i glejowych, zarowno w
sposob regulowany, jak 1 niekontrolowany. ATP w szczelinie synaptycznej ulega degradacji
przez ektonukleotydazy, kontrolujac ilo$¢ biodostepnych agonistow aktywujacych receptory
purynergiczne (P1 dla adenozyny i P2 dla nukleotydow). Przekaznictwo purynergiczne
posredniczy w komunikacji komérek OUN, regulujac aktywacje mikrogleju i uwalnianie
cytokin prozapalnych. Ponadto, ATP moze wzmacnia¢ sygnalizacj¢ zwigzang z kinazag mTOR.

Do chwili obecnej nie ma kompleksowej analizy interakcji pomiedzy zaburzeniami
sygnalizacji purynergicznej, szlakiem mTOR 1 poziomem biatek synaptycznych w ASD.
Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie udziatu deregulacji
przekaznictwa purynergicznego w zaleznych od mTOR zmianach kluczowych biatek
synaptycznych i rozwoju zachowan typowych dla ASD. Badania prowadzone byly z
wykorzystaniem dwdoch modeli zaburzen ze spektrum autyzmu: srodowiskowego, gdzie ASD
indukowane byly prenatalng ekspozycja na kwas walproinowy (VPA) i genetycznego, u myszy
Z czgsciowym wyciszeniem genu TSC2.

Otrzymane wyniki pokazujg, ze prenatalna ekspozycja na VPA prowadzi do deregulacji
sygnalizacji purynergicznej juz na wczesnym etapie rozwoju embrionalnego, w fazie

formowania si¢ polaczen synaptycznych. W mézgu zwierzat w 19. dniu embrionalnym wykryto



wzrost sygnalizacji zaleznej od adenozyny oraz zaburzenie homeostazy wapniowej wynikajace
z nadekspresji kanatow jonowych P2X2/P2X3 i obnizenia poziomu receptoréw P2Y 11 P2Y12,
€O moze przyczynia¢ si¢ do wytworzenia nieprawidtowosci neuroanatomicznych w moézgu w
okresie postnatalnym. W hipokampie 52-dniowych zwierzagt VPA zaobserwowano wzrost
poziomu receptora P2X1 przy jednoczesnym spadku ekspresji P2X7 i P2Y 1. Natomiast w korze
mozgowej poziom P2X1 byt znaczaco obnizony. W tej strukturze zaobserwowano rowniez
znaczny wzrost poziomu receptorow P2Y1 i P2Y12. Powyzsze zmiany moga skutkowaé
uposledzeniem zdolnos$ci poznawczych, zaburzeniami w regulacji dtugotrwatego wzmocnienia
synaptycznego oraz aktywacjg procesow zapalnych. Prenatalna ekspozycja na VPA wptywa
nie tylko na ekspresj¢ wybranych podtypow receptoréw purynergicznych, ale wywotuje zmiany
procesow odpowiedzialnych za regulacje poziomu zewnatrzkomérkowych nukleotydow. W
korze, hipokampie i mézdzku zwierzat badanych zaobserwowano wzrost ekspresji biatek
zaangazowanych w uwalnianie ATP oraz zwigkszenie poziomu ATP, ADP i AMP w ptynie
mozgowo-rdzeniowym.

Obserwowane zaburzenia przekaznictwa purynergicznego wplywaja na aktywacje
mikrogleju w korze moézgowej i wzrost ekspresji cytokin: Tnfa i IL-6 oraz powodujg aktywacje
szlaku kinazy mTOR. Badania prowadzone na modelu myszy z cz¢Sciowym wyciszeniem genu
Tsc2 wykazaty, ze nadmierna aktywacja mTOR prowadzi do zmian anatomicznych moézgu,
zaburzenia struktury synaps oraz szeregu innych nieprawidtowosci ultrastrukturalnych w
komorkach OUN. Ponadto, u zwierzat transgenicznych zaobserwowano zmiany poziomu
kluczowych biatek synaptycznych odpowiedzialnych za regulacj¢ procesu synaptogenezy oraz
homeostazg pecherzykow synaptycznych. Zastosowanie antagonistOw receptorow P2 w
modelu VPA normalizowalo zmiany w ekspresji biatek synaptycznych oraz zapobiegato
zmianom behawioralnym, takim jak nadmierna Igkliwos$¢, wystgpowanie zachowan

repetytywnego oraz zmniejszenie aktywnosci eksploracyjnej.



2. Streszczenie w jezyku angielskim

Autism Spectrum Disorders (ASD) are a group of heterogeneous neurodevelopmental
disorders affecting approximately 1% of the global population. Individuals with ASD have
difficulties with social communication and exhibit repetitive behavior. The etiology of ASD is
complex, involving both environmental and genetic factors. Prenatal exposure to drugs, such
as valproic acid, is one of the risk factors for ASD. Genetic background can be identified in 10-
30% of autistic individuals, with most associated genes influencing the structure and function
of synapses and neuronal signaling pathways.

One of the most common monogenic disorders associated with ASD is the tuberous
sclerosis complex (TSC), caused by mutations in the TSC1 or TSC2 genes, which inhibit the
activity of the mTOR kinase. In 26-50% of TSC patients, behavioral symptoms characteristic
of ASD are present. The mTOR pathway regulates translation, protein biosynthesis, and
autophagy; its dysregulation can lead to abnormalities in the expression of synaptic proteins
and receptors, potentially causing ASD symptoms.

Purinergic signaling, dependent on extracellular nucleotides, plays a crucial role in
regulating the structure and function of synapses. In the central nervous system (CNS), ATP
and adenosine are released from neuronal and glial cells both in a regulated and uncontrolled
manner. Synaptic ATP is degraded by ectonucleotidases, controlling the amount of bioavailable
agonists that activate purinergic receptors (P1 for adenosine and P2 for nucleotides). Purinergic
signaling mediates communication between CNS cells, regulating microglial activation and the
release of pro-inflammatory cytokines. Additionally, ATP can enhance mTOR pathway
signaling.

There has been no comprehensive analysis of the interactions between purinergic
signaling dysregulation, the mTOR pathway, and synaptic protein levels in ASD. Therefore,
this doctoral dissertation aimed to investigate the involvement of purinergic signaling
deregulation in mTOR-dependent alterations of key synaptic proteins and the development of
ASD-like behaviors. The research was conducted using two ASD models: an environmental
model, where ASD was induced by prenatal exposure to valproic acid (VPA), and a genetic
model with Tsc2 gene knockdown mice.

The results indicate that prenatal exposure to VPA leads to purinergic signaling
dysregulation during synapse formation occurring at an early embryonic development. In the
brains of embryos at day 19, an increase in adenosine-dependent signaling and calcium

homeostasis disruption was detected due to overexpression of P2X2/P2X3 ion channels and



decreased levels of P2Y1 and P2Y12 receptors. This may contribute to neuroanatomical
abnormalities in the postnatal brain. In the hippocampus of 52-day-old VPA animals, an
increase in P2X1 receptor levels was observed alongside a decrease in P2X7 and P2Y1
expression. Conversely, P2X1 levels in the cortex were significantly reduced, with a significant
increase in P2Y1 and P2Y12 receptors. These changes may impair cognitive abilities, disrupt
long-term synaptic potentiation regulation, and activate inflammatory processes.

Prenatal VPA exposure affects not only the expression of specific purinergic receptor
subtypes but also processes regulating extracellular nucleotide levels. In the cortex,
hippocampus, and cerebellum of experimental animals, an increase in proteins involved in ATP
release and elevated levels of ATP, ADP, and AMP in cerebrospinal fluid were observed.

Purinergic signaling disturbances affect microglial activation in the cortex and increase
expression of cytokines: Tnfa and IL-6, leading to mTOR pathway activation. Studies in Tsc2
knockdown mice indicated that excessive mTOR activation results in brain anatomical changes,
synapse structure disruption, and other ultrastructural abnormalities in CNS cells. Additionally,
transgenic animals showed altered levels of key synaptic proteins responsible for regulating
synaptogenesis and synaptic vesicle homeostasis. P2 receptor antagonists normalized changes
in synaptic protein expression and prevented behavioral alterations such as excessive anxiety,

repetitive behavior, and reduced exploratory activity in the VPA animal model.



